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研究成果の概要（和文）：子宮内炎症が胎仔のコルチゾル分泌能に与える影響を解析し，それが胎仔の脳，副腎
皮質，動脈管壁の組織の成熟を促進させることをヒツジ胎仔を用いて検証した．対照群9例と炎症群11例のヒツ
ジ胎仔にCRH負荷試験を実施した．CRH負荷に対するACTHの経時的変化は，対照群と炎症群に有意差を認めなかっ
た．一方でコルチゾルの変化は炎症群の方が有意に強かった (p=0.016)．動脈管組織の成熟度スコアを比較する
と2群間に有意差はなかった．本研究では子宮内炎症は動脈管の成熟を促進させる因子であるとは示せなかっ
た．今後は脳や副腎皮質を組織学的に検討し，一過性に成熟を促進する反応がみられるかを確認する．

研究成果の概要（英文）：The study was performed to analyze the influence of intrauterine 
inflammation to adrenocortical ability and to make clear that the inflammation could promote the 
maturation of fetal brain, adrenal cortex and ductus arteriosus using chronically instrumented 
premature fetal sheep. The fetuses were divided into two groups; control (n=9) and inflammation 
groups (n=11). We carried out CRH loading test. There was no difference between the two groups in 
the change of ACTH concentration (p=0.209) over time, but a significant difference in the change of 
cortisol (p=0.016). In the histological examination of ductus arteriosus, no difference was found 
between the two in the developmental score. The results could not suggest that the intrauterine 
inflammation would promote intimal thickening development of fetal ductus arteriosus. There is a 
need for further histological examination of the brain and adrenal cortex to make clear the 
intrauterine inflammation could promote the fetal overmaturation.

研究分野： 胎児生理学

キーワード： 過成熟　子宮内炎症　コルチゾル　ヒツジ　動脈管　CRH
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新生児医療の進歩により，今日では極低出生体重児の合併症は組織損傷から成長障害へとその本態が移行してき
ていると言える．ストレス反応性のコルチゾルは胎児臓器組織の成熟を一過性に促進させるが，同時にその成長
を抑制するため，長期的には臓器成長障害を誘導する危険性を有していることを本研究では検証した．今後の研
究により，過度な成熟を適切に制御できれば極低出生体重児の合併症を減少させ，その長期予後を改善できる可
能性がある．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年の周産期新生児医学の発展によって極低出生体重児の救命率は目覚ましく改善したもの

の，その合併症の発症率では未だ深刻な課題を抱えている．成育限界期に出生する早産児の増
加にともない，その急性期には症候性動脈管開存，壊死性腸炎・腸管穿孔，相対的副腎不全の
発症率が年々増加しており，一酸化窒素吸入療法の積極的な導入にも関わらず慢性肺疾患は減
少せず (14-15%)，脳室内出血の減少にも関わらず脳性麻痺 (8.7%) や発達障害 (19.2%) の頻
度は改善していない (Kusuda, Pediatr Res 2011; Kono, Pediatr Int 2011)． 
その一方で，極低出生体重児の慢性肺疾患や中枢神経合併症の臨床像はこの 20 年間で大き

く変容した．慢性肺疾患では気道損傷を主徴とする古典的な気管支肺異形成 
(bronchopulmonary dysplasia, BPD) が著しく減少し，2000 年代からはその本質的な病態と
して肺胞化の停滞を主徴とする new BPD の概念が提唱された (Jobe, Am J Respir Crit Care 
Med 2001)．また，中枢神経合併症では脳内出血や嚢胞性の脳白質損傷 (white matter injury, 
WMI) などの組織破壊性病変は大きく減少し，びまん性 WMI，脳回形成異常，脳容量減少な
ど，明らかな組織破壊を伴わない構造的な脳発達異常の重要性が認識され始めている (Wong, J 
Pediatr 2013; Skranes, Cortex 2013)．すなわち，極低出生体重児の合併症は組織損傷から成
長障害へとその本態が移行してきている． 
これまでわれわれは動物実験モデルを開発して脳白質損傷の病態解析を進めてきた．ヒツジ

胎仔のびまん性 WMI モデルでは，胎生期の低酸素性脳虚血や子宮内炎症などのストレスがコ
ルチゾル分泌を刺激して，成熟オリゴデンドログリアによる脳白質の髄鞘化を一過性に促進さ
せるものの，その起源となるオリゴデンドログリア前駆細胞を有意に枯渇させる現象が観察さ
れた (図 1. Saito, Am J Obstet Gynecol 2009; Kitanishi, Tohoku J Exp Med 2014)．これらの
現象は，ストレス反応性のコルチゾルは胎児臓器組織の成熟を一過性に促進させるが，同時に
その成長を抑制するため，長期的には臓器成長障害を誘導する危険性を示唆している．われわ
れはこのような適応現象を過成熟反応と名付け，こうした成長障害が上述した new BPD や脳
発達異常の成因と密接に関連しており，これを適切に制御できれば極低出生体重児の合併症を
減少させ，その長期予後を改善できるのではないかと考えた． 

 
図 1. ヒツジ胎仔脳白質
において脳虚血 (H) と
炎症 (I) がオリゴデン
ドログリア (OL) 系細
胞の増殖と分化に与え
る影響の解析 
脳虚血と炎症は成熟

した OL を増加させた
が，同時に未熟な OL を
有意に減少させた。 
 

S 群：対照群，H 群：脳虚血群，I 群：子宮内炎症群，I+H 群：脳虚血+子宮内炎症群 
 
２．研究の目的 
ヒツジ胎仔の慢性実験系を用いて，その妊娠中期に負荷された子宮内炎症が胎仔のコルチゾ

ル分泌能に与える影響を解析するとともに，それが胎仔の主要臓器 (脳，動脈管，副腎皮質) に
どのような過成熟反応を誘導するかを解析する． 
 
３．研究の方法 
本研究は東北大学動物実験委員会の承認 (2015 医動-209) のもと東北大学医学部附属動物

実験施設内において実施された．対象として妊娠期間が確定した Suffolk 種ヒツジの胎仔を用
いる．ヒツジの発情期が夏期であるため実験は 10~3 月にかけて 4 年間で合計 22 回行った． 
 
(1) 慢性実験系の作成 
妊娠 91-97 日に全身麻酔下に母獣を開腹して子宮を切開し，胎仔の右腋窩動脈，腹部大動脈，

上下大静脈，羊水腔内にカテーテルを留置，心電図電極を固定した後，胎仔を子宮内に戻して
閉腹した．以後，胎仔動脈圧，中心静脈圧，羊水内圧を連続監視してパソコンに記録した． 
 
(2) 母獣子宮内での負荷実験 
手術後 48 時間を経た胎仔 (n=22) をランダムに 2 群に分けた (対照群，炎症群). 炎症群に

は術後 48 時間から 5 日間連日 granulocyte- colony stimulating factor (G-CSF; Neutrogin ®) 
50 µg/日を静注し，術後 96 時間に 1 回だけ羊水腔内に endotoxin (E. coli 055:B5) 20 mg を注
入して胎仔に壊死性の臍帯炎を誘導した．対照群には G-CSF の代わりに生理食塩水を投与し
て，endotoxin を負荷しなかった． 
 
(3) 子宮内炎症への曝露による胎仔のコルチゾル分泌能の評価 (CRH 負荷試験) 



 全ての対象胎仔に対して手術後 7 日 (負荷実験後) に CRH 負荷試験 (ヒツジ CRH，1.5 
µg/kg) を実施した．負荷前, 15, 30, 45, 60, 90, 120 分後に採血し，CRH に対する ACTH とコ
ルチゾルの反応性を 2 群間で統計学的に比較した． 
 
(4) 子宮内炎症により誘発される胎仔の主要臓器の組織学的変化 
 ① 胎仔脳の MRI 撮影 
  ヒツジ胎仔脳の MRI は東北大学加齢医学研究所が保有する動物実験専用装置 (7.0 Tesla, 

PharmaScan, Bruker-biospin, Germany) を用いて撮影した．内径 6.0 cm の rat body coil
を用いて T1 および T2 強調像を 0.4 mm 間隔で撮影した．撮影された画像は解析ソフト 
(Image J 1.33u, NIH, USA) を用いて，脳の各構造物 (皮質，subplate，白質，深部灰白質) 
の容量ならびに脳表面積を測定している． 

 
 ② 動脈管における内膜肥厚の組織学的評価 

手術後 10 日に母獣を帝王切開して，胎仔を剖検に供し，動脈管の組織像を 2 群間で以下
の 2 通りの方法で比較した．動脈管組織は肺動脈と大動脈の中間位から採取し，エラスチ
カ・ワンギーソン染色を用いた． 

1) 面積比による内膜肥厚の評価 
動脈管の短軸切片 (輪切り切片) において内腔を除いた断面積 (Aa) と内膜肥厚面積

(Ai) を計測し，その比 (Ai/Aa) をそれぞれ比較した． 
2) 内膜肥厚の成熟度スコアを用いた評価 

動脈管の短軸切片において内腔を 6 等分し，それぞれの部位の成熟度を以下のように
ステージ分類し，スコア化した．その合計点を成熟度を表す指標として比較した． 

ステージ 0 (0 点) : 内弾性板の断裂を認めない 
ステージ 1 (1 点) : 内弾性板の二重化を認める 
ステージ 2 (2 点) : 内弾性板の断裂と内腔への平滑筋細胞の遊走を認める 
ステージ 3 (3 点) : 平滑筋細胞の遊走により顕著な内膜肥厚を認める 

 
 ③ 副腎皮質における胎児層から移行層への成熟 

副腎皮質移行層を抗 3ß-hydroxysteroid dehydrogenase抗体で免疫染色陽性の区域と定義
し，胎児層/移行層の容積比を 2 群間で比較する．これにより子宮内炎症によるストレスが
胎児の副腎皮質の成熟を促進するかを検証する． 

 
(5) 統計学的解析 
 組織学的評価における対照群と炎症群の有意差の検定には Mann-Whitney U-test を用いた．
また CRH 負荷試験における群間の有意差の検定には Two-way Repeated measure ANOVA を
用いた．いずれも p < 0.05 を有意差ありとした． 
 
４．研究成果 
(1) 子宮内炎症への曝露による胎仔のコルチゾル分泌能の評価 (CRH 負荷試験) 

4 年間で合計 22 例のヒツジ胎仔を本実験のために準備し，結果として 20 例 (対照群 9 例，
炎症群 11 例) を解析に用いることができた．除外された 3 例の内訳は，不受胎 2 例，実験開
始前の子宮内胎仔死亡 1 例であった．対象の基礎データを表 1 に示した． 

 
表 1. 対象の基礎データ 

数値データはいずれも「平均±標準誤差」
で示した． 
 2 群間において負荷試験を行った妊娠日
齢と体重に有意差を認めなかった． 
  
図 2にCRH負荷試験におけるACTHとコ
ルチゾルの経時的変化を示した． 
 
 

 
図 2. CRH 負荷試験における ACTH およびコルチゾルの経時的変化 

 
 
 
 
 
 
 
 

群 
(例数) 

対照群 
(n=9) 

炎症群 
(n=11) P 値 

単胎/多胎 
雄/雌 
妊娠日齢 
体重 (kg) 

8/1 
4/5 
98.0±0.8 
1.21±0.10 

8/3 
4/7 
97.1±0.8 
1.13±0.07 

 
 
0.429 
0.697 



CRH負荷に対するACTHの経時的変化は，対照群と炎症群に有意差を認めなかった (p=0.209)．
一方でコルチゾルは，炎症群の方が CRH に対する反応が有意に強かった (p=0.016)． 
 
(2) 副腎皮質における胎児層から移行層への成熟 
 (1) に示した対象の胎仔全例から剖検の際に副腎を摘出した．今後は副腎皮質移行層を抗
3ß-hydroxysteroid dehydrogenase 抗体で免疫染色陽性の区域と定義し，胎児層/移行層の容積
比を 2 群間で比較する．これにより子宮内炎症によるストレスが胎児の副腎皮質の成熟を促進
するかを検証する．また (1) で示された CRH に対する炎症群の有意なコルチゾル値の上昇に
ついて原因を考察する予定である． 
 
(3) 胎仔脳の MRI 撮影 
 (1) に示した対象に CRH 負荷試験を実施したあとに，帝王切開で胎仔を娩出し，すみやかに
脳 MRI を撮影した．図 3 に抗 Nurr1 抗体で免疫染色した脳切片像と脳 MRI 像を示した． 

図 3. ヒツジ胎仔の subplate 層 (妊娠 103 日) 
(A) subplate neuron に特異的な抗 Nurr1 抗体で免疫染色した脳切片像．矢印間が subplate 層
を示す (200 倍)．(B) MRI (7.0 tesla，T1 強調画像) で同定された subplate 層 (矢頭間)．脳表
では本来は一層の cortical plateだけが高信号で観察されるが，その下方にもう一層の subplate
が認められ，二層構造として観察された．MZ, marginal zone; CP, cortical plate; SP, subplate; 
WM, white matter (intermediate zone)． 
 
対象の胎仔全例に脳 MRI を撮影し，脳の各構造物 (皮質，subplate，白質，深部灰白質) の

容量ならびに脳表面積を測定中である．今後は胎生期の大脳皮質と皮質下白質の境界に存在し
皮質形成に重要な役割を果たしているsubplate層に注目する．subplate層が組織学的にもMRI
上でも観察できるのは妊娠 100-120 日であり，この層に含まれる神経細胞群が損傷や過成熟に
より減少すれば，脳皮質への入力線維が減少して脳回の発達が抑制される可能性がある．  
 
(4) 動脈管における内膜肥厚の組織学的評価 
 子宮内炎症が動脈管組織を成熟させるかの検証には，3 年間で合計 15 例のヒツジ胎仔を準備
し，結果として 10 例 (対照群 5 例，炎症群 5 例) を解析に用いることができた．除外された 5
例の内訳は，不受胎 2 例，実験開始前の子宮内胎仔死亡 2 例，慢性実験系の作成手術時の術中
死亡 1 例であった．対象の基礎データを表 2 に示した． 
 
表 2. 対象の基礎データ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

数値データはいずれも「平均±標準誤差」で示した． 
 
2 群間において，胎仔数，単胎双胎比，剖検時の妊娠日齢，剖検時の体重に差はなかったが，
性別では対照群で雌が多く，炎症群で雄が多く，偏りが認められた．  
 
 
 
 

群 
(例数) 

対照群 
(n=5) 

炎症群 
(n=5) 

単胎/多胎 
雄/雌 
剖検時妊娠日齢 
剖検時体重 (kg) 

4/1 
2/3 
102.6±0.4 
1.13±0.14 

4/1 
4/1 
103.8±1.0 
1.11±0.08 



内膜肥厚の組織学的評価の結果を表 3 に示した． 
 

表 3. 内膜肥厚の組織学的評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

数値データはいずれも「平均±標準誤差」で示した． 
 
 面積比による内膜肥厚の評価では，内膜肥厚の割合 (Ai/Aa) の平均値は有意差を認めなかっ
たが，対照群の方が高値であった．また成熟度スコアを用いた評価においても，有意差を認め
なかったが，平均値は対照群の方が高スコアであった．そのため子宮内炎症に曝されると動脈
管の成熟が促され，内膜肥厚が進むという当初の仮説を証明することはできなかった． 
 妊娠 103 日で組織を採取した予備実験では，内弾性板の断裂は認めなかった．しかし今回の
対照群 (妊娠 102.6±0.4 日) で採取された組織では内膜肥厚を認めるものが多く，内弾性板の
断裂に加え，平滑筋細胞の遊走を確認できるものもあった．この成熟度の違いを生んだ原因と
して，高乳酸血症の関連が示唆された．ヒツジ胎仔を胎内でモニタリングした慢性実験中の乳
酸値の最高値は，平均で 93.2±25.2 mg/dL と高く，組織の慢性的な低酸素状態が動脈管組織
の成熟を促進した可能性がある． 
 今後は今回の検討と同じく妊娠 103 日前後で，慢性低酸素やアシデミアの影響を除外した対
照群の組織学的評価が必要である．また妊娠高血圧症候群などの慢性低酸素に曝されていた胎
児においても動脈管組織の成熟が促進されている可能性があり，今後の検討課題と考えられた． 
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群 
(例数) 

対照群 
(n=5) 

炎症群 
(n=5) P 値 

短軸断面積 : Aa (㎛ 2) 
内膜肥厚面積 : Ai (㎛ 2) 
内膜肥厚の割合 : Ai/Aa 
成熟度スコア合計点 

5543299±444748 
2103385±33784 
0.0372±0.0034 
8.4±1.1 

5190722±330807 
165594±16384 
0.0322±0.0032 
6.4±0.7 

0.691 
0.310 
0.151 
0.222 
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